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(g) Oligonucleotides, utillaablea comma r6actifs pour la detection In vitro dee Infectiona * retrovirus de 
type HIV at precede de detection de retrovirus de type HIV. 

© Oligonucleotides, utiiaables oomme reactifs pour la detection In vitro des infections 6 retrovirus de 
type HIV (HIV-1 et/ou HIV-2) et proo6d6 de detection de retrovirus de type HIV, 

Ces oligonucleotides, comprennent environ 25 a 35 nucleotides et aont oonstitues par une sequence 
homdogue d'un gene oommun a tous les virus de type HIV, et plus partfculierement par une sequence 
homdogue Issue des genes pot, M et 05? des virus HIV-1 BRU, HIV-1 ARV HIV-1 HXB2, HIV-1 BH5, 
HIV-1 EU, HIV-1 NDK, HIV-1 MAL et HIV-1 SF2 et HIV-2 ROD et les sequences oompiementaires de ces 
sequences, lesquelies sequences aont choisfes parmi: 

1) les sequences homologues Issues du gene tat des HIV, qui correspondent : 

— aux positions 5419-5446, 5447-5474, 5533-5560, 5563-5590 du genome du virus HIV-1 BRU et 

— aux positions 6311-8336, 8363-8390, 8426-8453, 8480-8507 du genome du virus HIV-2 ROD 
(GenBank, n° M15390); 

2) les sequences homologues Issues du gene po/ des HIV, qui correspondent : 

— aux positions 3208-3235, 3436-3463, 3647-3675, 3739-3766 du genome du virus HIV-1 BRU et 

— aux positions 3141-3168, 3241-3268, 3651-3678, 3693-3720 du genome du virus HIV-2 ROD 
(GenBank, n°M1 5390); 

3) les sequences homologues Issues du gene gag dans HIV-1 et qui correspondent aux positions 
882-909, 949-976, 1047-1074 et 1177-1204 du genome du virus HIV-1 BRU. 
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La prtsente invention est relative k dee oligonucleotides, utilisables comme rtactlfe pour la detection in 
vitro des infections * retrovirus de type HIV (HIV-1 et/ou HlV-2). 

L'fsolement et la caract6risatk>n du retrovirus de type HIV-1 a ete decrit dans la Demands de Brevet eu- 
iop6en n° 138 667 et ie retrovirus de type HIV-2 a ete dtertt dans la Demands de Brevet europeen n° 239 425. 
5 Ces deux retrovkus ont pour ciWes preferentielles les lymphocytes T4 humains et presentent un effet cy- 

topathogene k regard de oes lymphocytes, qui entratne une lymphadenopathie ou un syndrome d'immunode- 
ficience acquise (SIDA) et des nombreuses infections opportunistes associ6es. 

Ces deux virus presentent une homologie de 60 % sur I'ensemble de I'acide nucieique des genes gag et 
polet de 30-40 % pour ies autres genes viraux et le LTR. 
10 Le diagnostic et/ou la detection fiable des retrovirus de type HIV est Important, notamment pour suivre les 
individus k haut risque et aussi pour essayer de pr6venir la transmission de ia maladie. 

Les tests de diagnostic seroiogiques ou immunologiques de I'infection & virus de type HIV se fondent prin- 
cipalement sur la detection des anticorps par des methodes immunoenzymatiques a'appuyant sur la technique 
ELISA. Ces techniques mettent en evidence des marqueurs indkects de I'infection au virus HIV et ne fournis- 
15 sent done pas de resultats interpretables (faux negatifs notamment), dans les cas oD une detection precoce 
est necessaire, en particulier dans le cas des enfants n6s de meres seropositives ou dans le cas des individus 
e haut risque, avant une seroconversion, par exemple. 

Des detections directes, qui peuvent etre interpretables precocement, ont ete prtconisees ; on peut citer 
notamment te depistage d'antigenes circulants ou encore I'isolement du virus £ partir des lymphocytes d'un 
20 patient ; toutefois cette approche n'est pas adaptee * una utilisation en routine, notamment dans des labora- 
toires d'analyse medicate. 

Cast pourquoi d'autres tests ont ete d6velopp6s ( et associent notamment la detection du genome HI V par 
hybridation moieculaire, * une technique d'am^iftcation genomique. 

La Demande de Brevet fran^ais 2 647 810, aux noms de FINSTITUT PASTEUR et de I'iNSERM, dealt 
25 des amorces oligonucieottdiques oomprenant une vingtaine de bases pour ('amplification du genome des re- 
trovirus du type HIV-2 et SIV etleurs applications au diagnostic ft? vitro des infections dues * ces vims. Cette 
Demande decrit plus particulierement une serie de couples d'amorces qui sont choisies de maniere k ce que 
les fragments d'ADN synthetises oouvrent les regions P, k P 2 . LTR t k pofe, P 2 * P7. ?r * P« *t P« k LTR 2 desdits 
virus. 

30 La Demande de Brevet fran9ais 2 652 091 , aux noms de I'lNSTITUT PASTEUR et de I'lNSERM, decnt 
des sequences nucieotidiques issues du genome des retrovirus du type HIV-1 , HIV-2 et SIV et leure applica- 
tions notamment en tant qu'amorces pour I'amplification des g6nomes de ces retrovirus et pour le diagnostic 
fti vitro des infections dues k ces virus. Les oligonucleotides de cette Demande sont notamment comprises 
dans une sequence commune aux genomes des virus HIV-1, HIV-2 et SIV situee dans les genes gag, vpr et 

35 po/. 

Cependant comme le precise cette Demande, ainsi que JJ. SNINSKY et S. KWOK [Detection of human 
immunodeficiency viruses by the polymerase chain reaction, (Arch. Path. Lab. Med., 1 990, 114. 259-262)], le 
choix des amorces est crucial pour obtenir une bonne sensibillte et un bon rendement de I'amplification ; en 
effet, la sensibilite de la PCR (amplification par reaction de polymerisation en chathe) depend de la sp6cificite 
40 avec laquelle les amorces initient la polymerisation de I'acide nudeique, * partir de la sequence cible, par rap- 
port * des regions non specifiques de I'acide nucl6ique. 

D'autres facteurs peuvent egalement intervenir dans la sensibiite de la m6thode d'amplification : 

- les variations de concentration en enzyme, amorces et cations metalliques (MgCy peuvent notamment 
avoir un effet important sur te rendement en produit de la PGR; 

45 - la longueur des amorces, ies temperatures et les temps d'hybridation, ainsi que les etapes d'extension 
de I'acide nucieique de chaque cycle peuvent egalement affecter la sensibilite et la specified des ampli- 
fications. 

II ressort de ces differents documents qu'une amplification sensible et presenter* un bon rendement doit 
combiner des reacts tres specifiques (amorces) et un protooole d'amplification particulierement Wen adapte. 
so Les drfferentes methodes enumerees ci-dessus presentent un certain nombre d'inoonvenients : 

- le test immunologlque manque de sensibilite, cecl etant sans doute dO * I'infection latente et/ou k la se- 
questration de Tantigene viral dans des immuns complexes circulants ; 

- Thybridation in situ et fanalyse par Southern blot ont ete utilisees, avec un succ*s sporadique en raison 
du faible nombre de cellules mononucieaires infectees du sang peripherique ; 

55 - 1'utmsation de I'amplification a ameitof* la sensibiite du test de detection des virus HIV ; toutefois les 
amorces decrites aussi bien dans les Demandes Pasteur et al. pr6cit6es que dans I'article paru dans J. 
Infect Dis.. en 1988 (168, 6, 1170-1176), au nomde M. RAYFIELD et al., (amorces et sondes, seiection- 
nees au niveau du gene gag (p24)) ont I'inconvenient : 
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. de presenter des reactions croisees (sequences communes). . 
. de nepa. foumir de rendemento suffisants pour la detecttondet^ P^«™"» de v»us. 
de ne pas permettre una discrimination poussee antra las infections a HIV-1 at a HIV-2. ou 
" de ne pas detector tousles variants de HIVconnusou Inconnusdanslamesure ou dansles cordons 
5 «£^d tybriftrtlon precedes, ces amorces, d'une longueur d'une vingtain* de bases, ont 6* 

^S,^sd^cona^ 

cation avec lea addes nuclelques de HIV ayant subi des modifications de sequence (mutauons par 

La^Ze^Lentlons'astenconsaquencedon^ 

io at sondesTquI lepondent mieux aux necessKes de la pratique que les *act»_proposas dans I Artanttjwur. 
notemnwn an ca que lesdits reactifs permettent I'obtention de rendements hnportants en sequences ctbles. 
^Zt n^arnlnt avec de. regions hautament consarvees des HIV. tout en •^ns.b.es aux varia- 
ttonsduo^nomedecesvinisaten pennattantunedl^ H^TL^ 

La pSsente invention a pour objet des oligonucleotides, comprenant environ 25 a 35 ^°^-f ^ 

« tenses ence qu'Hs sont constitute par une sequence homoiogue d'un gene ^^^ZThTa 
HIV at plus pwtfculierement par una sequence homologue issue des genes po/. tat et gag des virus HIV-1 
BRU ARVJHIV-1 HXB2, HIV-1 BH5, HIV-1 EU, HIV-1 NDK, HIV-1 MAL. HIV-1 SF2 a HIV-2 ROD at 

les sequences oomplementaires de ces sequences, lasquelles sequences sont choislas parml : 

1) les sequences homologues issues du gene far des HIV. qui correspondent : 

x -auxpoaitions 5419-5446, 5447-5474.5533-5560. 5563-5590 <«" fl*"<^ ^ "^-1 BRU 

- aux positions 831 1-8338. 8363-8390. 8426-8453. 8480-8507 du genome du virus HIV-2 ROD (Gen- 
Bank. n° M 15390) ; 

2) las sequences homologues issues du gene pol des HIV. qui correspondent . _ 
-auxposltions 3208-3235. 3436-3463. 3647-3675. 3739-3766 du ^ «^ 

» - .ux positions 3141-3168. 3241-3268. 3651-3678. 3693-3720 du genome du virus HIV-2 ROD (Gen- 

3) l~ stTan^hSnologuas issues du gene yaodans HIV-1 at qui correspondent aux positions 882- 
909 949-976. 1047-1074 at 1177-1204 du genome du virus HIV-1 BRU. u 

Aua^ta\r^^^ 

ou co^^ire^ degene ««s-mentionnes. mais agalementoelles n'en different que par la 

™£S£X^^^» d'u! petit nombre de nucleotides, a condition i^***™ ainsl ^ 
dffitesaton un«specr«ited-hybridattonequivalenteacalle ^ 

menSaVdi" laments de gen2 conformes a I'invention, mais egalement des sequences modrfiees comme 
Selie^^ «P***>te d'hybridatlon equivalent* a ceiie dasdites sequences stnc 

toment oompl4mentairas. ^^«««n ~~«mA «..» • 

On defmit notamment, dans la presenta Invention, les conditions d hybridationxomme suit . ^ 

KcTsomM. Tris Ha pH 8.3 10mM, MgCI* 2.5mM. gelatine. 0.1 mg/ml. en presence de 20 a 50 pmdes 
de chacun des oligonucleotide conforme a I'lnvention. . . 

ITrtigomideotldes conformes a rinventton. d'une longueur superieure a 25bases.ont I 
^?h^X*^pem»ett« la PCR avec I. aAquence HIV oonvnaW m*me si oelle-ci a aubl plusieurs 

-2" S^aare d'affectuer les amplification, dans des condition, peu drastiques c* .qui, permet, iuxd*£ 
nudeoUdes conforms* a I'invention de detector tous las variants tout an restart speafiques de I aspece 

45 rSua^Ster alnsi I'avental des souches d'HIV detectaWes. tout en restant spacifiques. 

cSSantten. lasdito digonudaotldes rapondent a I'une qualconque des formule. au*an- 
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(1) 5' CAG TAG ATC CTA GAC TAG AGC CCT GGA A 

(2) 5* GCA TCC AGG AAG TCA GCC TAG GAC TGC T 

(3) 5' TTC CTG CCA TAG GAG ATG CCT AAG GCT T 

(4) 5' TGA GGA GGT CTT CGT CGC TGT CTC CGC T 

(5) 5' TGC CCA CAC TAA TGA TGT AAA ACA ATT A 

(6) 5' AGG AGC AGA AAC TTT CTA TGT AGA TGG G 

(7) 5' ATT CAC TTT TAT CTG GTT GTG CTT GAA T 

(8) 5' ATT TCC TCC AAT TCC TTT GTG TGC TGG T 

(9) 5' ATA TCC ACA AGG ACC GGG GAC AGC CAG C 
(10) 
(11) 
(12) 
(13) 
(14) 
(15) 
(16) 

(17) 
(18) 
(19) 
(20) 

Lea dlgonudAoUdes (1)4(8) s'hybridentspAdfiquementavecl'HIV-l etpeuventnotarnmentdtrem^ifjs, 
de maniere a presenter le minimum d'homologie avec les sequences correspondantes du virus HIV-2 ROD. 

Les digonudeotides (9) a (16) s'hybrident specifiquement avec l'HIV-2 at peuvent noiamment «« rnooV 
fies de maniere a presenter le minimum d'homologie avec les sequences correspondantes de I HIV-1 bru. 

Les digonudeotides (17)4(20)8^^^ 

La presente invention a egalement pour objet un reactif de diagnostic pour la detection d «"*>'n» " n re- 
trovirus de type HIV (HIV-1 et/ou HIV-2), caracterise en ce qu'H comprend au moins un oligonudeotide eonfor- 
me a I'invention, eventuellernent marque de maniere appropriee. . ■ 

Selon un mode de realisation avantageux dudit reactif. I correspond a des palres d'amorces pour la syntha- 
se d'un fragment nudeique <THIV. i u. Ml »» ( r«w. 

Conforrnement a ce mode de realisation, ledit reactif est notamment constrtue par i une des pairesd amor- 
ces suivantes : 

. paire A : oligonudeotide (1) et oligonucleotide (4), 

. paire B : oligonudeotide (5) et oligonucleotide (8), 

. paire C : oligonudeotide (9) et digonucleotide (12). 

. paire D : oligonudeotide (13) et digonudeotide (16), 

. paire E : oligonudeotide (2) et oiigonucleotide (3), 

. paire F : oligonudeotide (6) et dtgonudeotide (7), 

. paire G : oligonudeotide (10) et digonudeotide (11), 

. paire H : oligonudeotide (14) et digonudeotide (15), 

. paire I : oligonucleotide (1 7) et digonudeotide (20), 

.paire J: digonudeotide (18) et digonudeotide (19). 

Selon un autre mode de realisation avantageux dudit reactif, II correspond a une sonde de detection ou 
de revelation d'un fragment nudeique d'HIV et est marque de maniere convenable. 

On peut dter, a titre d'exemple. comme marqueurs convenables, les isotopes radioactifs, les enzymes ap- 
propriees, les fluorochromes ou les marqueurschimiques appropries et les haptenes, les anticorps. ou les ana- 
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5' 


TGG 


AAG 


CAA 


CGG 


TGG AGA CAG ATA CTG G 


5' 


TAG 


TCT 


GGT 


CAA 


GAG GCG AAT CAG CTG G 


5' 


GAT 


GAG 


TTG 


GAG 


GGT CAG GAA GCT CCT G 


5' 


TCA 


ATG 


ACA 


TCC 


AGA AGC TAG TGG GTG T 


5' 


GAC 


ACT 


CAC 


AGA 


AGA AGT ACA GTG GAC A 


5" 


ATA 


GGA 


TCC 


CCT 


ACC AGG TTA AAC GCT A 


5' 


CTA 


TTG 


CAG 


GAT 


CCA TCT GTG TAG AAG G 


5* 


GAT 


TTA 


AAC 


ACC 


ATG CTA AAC ACA GTG G 


5* 


TCA 


ATG 


AGG 


AAG 


CTG CAG AAT GGG ATA G 


5' 


TTT 


GTT 


CCT 


GAA 


GGG TAC TAG TAG TTC C 


5' 


TTT 


GGT 


CCC 


TGT 


CTT ATG TCC AAA ATG C 
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* rm ie rt oom 4tu\ . techniaue dite de la QB replicase (Biotech nol., 1988. e f iwf) » wcnrmiut* « ■«■ ~™ 
pl^e SS^!? PCT WOe£oi050)l et egolement dan. oril. decrlte dans ,. Demande 

Internationale PCT/FR90/00410. 

Les oligonucleotides conformes a rinvention ont I avantage : 
- d'etre specifiques das virus du type HIV-1 et/ou HIV-2. 

ITn^CT^al^on^cta par tout moyen appropHe le/le. produK. resultant de .Interaction 

d'ampllflcationdelasequeiicenu^ d'amplfficatton obtenus 

I'invention, marque de nvaniere approprie. urfarfif dadiaonoetlcderetapeAeatuneaonde 

quence8dbles oWeniie»en(a). , «. rwo^d£ las oaires d'amorces aont eelectionn&es, 

Selon un mode de mtee en oeuvre avantageux dud* precede, les paires a arow. 

de preference, parmi les paires suivantes : ^ ^ 
. paire A : olioonucleofide (1) et oligonucleotide (4). 

paire B : oligonucleotide (5) et oligonucleotide (8), 

pake C : oligonucleotide (9) et oligonucleotide (12), 
" paire D : oligonucleotide (13) et oligonucleotide (16), 
' paire E : oligonucleotide (2) et oligonucleotide (3), 
* paire F : oligonucleotide (6) et oligonucleotide (7), 
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. pairs 6 : oligonucleotide (10) et oligonucleotide (11). 
. paire H : oligonucleotide (14) et oligonucleotide (15). 
. paire I : oligonucleotide (17) et oligonucleotide (20), 

j_ kLu« dAlimitee oar les nucleotides 3208 et 3766 du genome du virus HIV-1. 

* U p^a^^n^d'obten^une sequence cibie d'H.V-2 s^ee I. Oene irf. .Tune iongueur 
. , OT K*^ ft HAiimHAA oar las nudtotides 8311 at 8507 du genome du virus HIV-2. 

^ ~i £1™ d6limit6e oar les nucleotides 3141-3720 du g6nome du virus HIV-2. 

* d p^Td'a^l^ d'obtenir un. sequence dble d'HIV-1 situeesur le gene tat. d'une longueur 
j a aaa hl«« riAtimit^e oar les nudtotldes 5447-5560 du gdnome du vims HIV-1 . 

^ Z ^d'^FP^ettfobten, une sequence cibie d'HIV-1 I **. ^1. gene po/. d'une longueur 
<te 240 bases delhnltee par les nucleotides 3436 et 3675 du genome du virus HIV-1. , , ' , ■ 

* £ paTd'S^G permet d'obtenir une sequence ciWe d'H.V-2 e^e. sur I. gene tat. d'une longueur 
. 0 < KottAtt HAtimitAA oar les nud6otides 8363 et 8453 du genome du virus HIV-2. 

h.^L- delimiteeDar les nucleotides 3241-3678 du genome du virus HIV-2. 

* 4 2 pXd'atSrc^ .^d'obta nlr une sequence dole H.V-1 s^*e « (-Jin. gag. d'une longueur 
de 323 bases delimltee par les nucleotides 882 et 1204 surle g6nomedu virus HIV-1. ^ 

U JlSdSS J permet d'obtenir une «^&.WM^m**tf *+^*^ 
de 126 bases et delimitee par les nucleotides 949 et 1074 sur le genome du virus HIV-1. 

'lel^lZ^avantageu^ de ce mode de realisation, les oaires (a) * 168 

paireVd^inc^ 

groups 1 : paire A -paire E 
groupe 2 : paire B - paire F 
groupe 3: paire C- paire G 
groupe 4 : paire D - paire H 

S^££r«£ - rinvention, ies paire. d'amorces deT«*pe(c) sent des paire. : amorce mo- 
oara^^ 

2 la JSS fdSS2d£ue un. oup.us.eur. biotlnes peuvent.«re fix.es. L'amorc. d. capture peut ega- 
^ne^U^aS^^ 

tame de dS^ eTo^^^SetTni e^ uencT^e ; par exem*.. rol^udeotide peut «re marque en 

2 r^ntotvenloTa Seplus pour objet un Wt d. detection d'un virus H.V. caracttrise .no. qu'J 
corn^e^^Srn^- e^reac^propJes a rhybHdation. a la detection, et eventue.lem.nt a rtmpH. 

la de«ription qui va suivre. qui se refere a des examples de mise en oeuvre du precede objet de la presenw 

de I'lnvention. dont Hs ne constituent en aucune maniere une limitation. 
Example 1: Detection de HIV-1 art dan, des prelevementa aangulna. 

1) Protocole operatoire 

Le8 ^^ons de sang total .ont lyses ...on le protocol precontoe par R. HIGUCH. (PCR Technology 
1989. H. ERUCH Ed. p. 36 *^^'££' m ^rr* de 100 p. de tampon (KCI 50mM. Tris HQ pH 8.3 
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de chacune des amorces extemes et de 2,5 unites de Taq DNA polymerase. On effectue une premiere dEna- 
turation a 94°C pendant 10 minutes, puis 35 cycles d'amptification (dEnatu ration 94°C 1 minute, hybridation 
55°C 1 minute et Elongation 72°C 2 minutes). Une demiere incubation de 8 minutes & 72°C permet de terminer 
les Elongations. 

5 AprEs dlution au 1/200, une partie aliquote (2 \d) de chaque amplification primaire dilute est prElevee et 
rEamplifiEe dans un volume total de 25 pi contenant 2,5 pmdes de chaque amorce interne modifiEe (Tune avec 
un rEsidu biotine, ia deuxiEme avec un bde radioactif 126 l). L'amplffication de detection se poursuit sur25 cycles 
(dEnaturation 94°C 1 minute, hybridation 55°C 1 minute, Elongation 72°C 1 minute). Le produft d'amplification 
final est fixE par le rEsidu biotine sur un tube preaJablement recouvert avec de I'avidine, et aprEs Elimination 

10 des amorces en excEs par lavages, le tube est comptE dans uncompteury. 

2) REsultats 

- Le tableau I auivant montre une premiEre serie de rEsultats obtenus avec huit lysats sanguine et quatre 
16 tEmoins nEgatifs. 

TABLEAU I 

Activity totale par tube : 150 000 cpm 



t&noin 


1 


7092 


£chantillon 


1 


30267 




2 


33769 




3 


221 




4 


36154 


temoin 


2 


612 


6chantxXion 


5 


15190 




6 


13574 




7 


15360 




8 


34311 


t&noin 


3 


1205 




4 


3627 



Ces rEsultats ont EtE compares aux analyses sur gel et hybridations obtenues a partir des amplifications 
40 primaires. On note une trEs bonne correlation entre les deux types de detection. 

Les Echantiilons 1 t 2, 4, 5, 6, 7 et 8 ont montrE bande d'amplification spEcifique sur gel aprEs amplification 
primaire. L'Echantillon 3 et les tEmoins Etaient nEgatifs. Ces rEsultats se retrouvent de maniere identique avec 
le prooEdE conforme E invention. 

- Autre sErie de rEsultats de detection des sequences tat de HIV- 1 : 
45 La premiEre PGR est rEalisEe sur 1 d'ADN extrait de cellules contr«e, de lymphocytes ou de monocytes 
de patients. 

La deuxiEme PCR est rEalisEe aprEs une dlution au 1/200 du produit d'amplification de la premiEre PGR. 
^amplification est mesurEe aprEs 16 ou 32 cycles de PCR If. 

Les rEsultats obtenus avec deux patients (patient A : sEropositif-asy^ 
so SIDA-traftement E TAZT), aont rEsumEs dans le Tableau II d-apres : 



7 
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TABLEAU II 



10 



15 



25 



Echantillon 


16 cycles 


32 cycles 


monocytes A 
lymphocytes A 
monocytes B 
lymphocytes B 
contrSle - ;( 
contrdle + 


13 455 
56 424 

1 166 
64 766 

1 657 
67 426 


56 344 
65 916 

5 302 
70 782 

1 611 
68 252 



< x > U937 
< 2 > p8Tl-LAV 

La presence de sequences HIV-1 rares dans les monocytes du patient B peuvent etre detectts apres 32 
cycles d'amplification. 

30 Example 2: Detection de HIV-1 pol dens des prelevements aangulna. 

Une detection du fragment po/esteffectuee surles prelevemente etudies avectaf. selon un protocols Wen- 
tique a celui decrit a I'exemple 1. Seule difference : les amorces specifiques du fragment po/. 
Les resultats obtenus sont illustres dans ie tableau III cl-apres: 



TABLEAU III 
Activity tot ale par tube 



160 000 cpm 





Tl 


112 


E5 


6178 


30 


El 


1982 


E6 


112 




E2 


2854 


E7 


1305 




E3 


10454 


E8 


11582 


as 


E4 


6986 


T3 


115 




T2 


124 


T4 


99 



40 



Ces rfeultats montrent aussi une bonne correlation avec le Southern et rhybridation. 



45 



60 



55 



8 
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Examples : Comparaleon da la m«thod« da detection avec laa reaetlf. da I'lnvantlon avec una proce- 
dure PCR standard (Southern blot). 



Echantillon 


Southern blot 


Proc^c 
•MiPLK 


16 

:is"® 




amorces de 
I 1 Art ant. 

gag LTR env 


amorces 
tat de 
1 • inven- 
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* 08116 des amorces 

* I^Im des amorces conformes & Invention, dans un procAd* de detection par ampM- 

cation du type dterit dans la Demande Internationale PCT/FR90/00410, augmente encore la sensibihte 
de la detection. 

Example 4: Detection aimultante d'HTV-1/HlV-Z 

On a rechercM la presence des sequences pol des virus HIV-1 et HIV-2 comme pr*cis6 d I'exemple 2 ci- 
dessus dans les Ilgn6es CEM infecttes par les cellules BRU, NDK et ROD. 





HIV-1 pol (cpm) 


HIV-2 pol (cpm) 


BRU 


7 923 


115 


NKD 


7 900 


142 


ROD 


184 


28 173 


Activity totale 


140 000 


190 000 



Le Tableau cWessus montre quK n'exiete pas da reaction croiaee antra HIV-1 at HIV-2. 
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Ainsi que cela ressort de ce qu! precede, f invention ne ee timffe nuffement * ceux de sea modes de mise 
en oeuvre, de realisation et d'applfcation qu! viennent d'etre decrits de fa$on plus explicite ; ©lie en embrasse 
au contraire toutes lea variantes qui peuvent venir & ('esprit du tschnicien en la matters , sans s'ecarter du cadre, 
nt de la portee, de la present© invention. 



Revendications 

1°) Oligonucleotides, comprenant environ 25 & 35 nucleotides, caract&ises en ce qu*Hs sont constitu6s 
10 par une sequence homologue d'un gene oommun £ tous les virus de type HIV, et plus particulierement par une 
sequence homologue issue des genes pol. tat et gag des virus HIV-1 BRU, HiV-1 ARV HIV-1 HXB2, HIV-1 
BH5, HIV-1 ELI, HIV-1 NDK, HIV-1 MAL et HIV-1 SF2 et HIV-2 ROD et les sequences compiementaires de 
ces sequences, lesquelles sequences sont cftoteies parml : 

1 ) les sequences homoiogues issues du gene tat des HIV, qui correspondent : 

15 - aux positions 5419-5446, 5447*5474, 5533-5560, 5563-5590 du genome du virus HIV-1 BRU et 

- aux positions 8311-8338, 8363-8390, 8426-8453, 8480-8507 du genome du virus HIV-2 ROD (Gen- 
Bank, n° M15390) ; 

2) les sequences homoiogues issues du gene pot des HIV, qui correspondent : 

* aux positions 3208-3235* 3436-3463, 3647-3675, 3739-3766 du genome du virus HIV-1 BRU et 
so -aux positions 3141-3168, 3241-3268, 3651-3678, 3693-3720 du genome du virus HIV-2 ROD (Gen- 

Bank, n° M 15390) ; 

3) les sequences homoiogues issues du gene gag dans HIV-1 et qui correspondent aux positions 882- 
909, 949-976, 1047-1074 et 1177-1204 du genome du virus HIV-1 BRU. 

2°) Oligonucleotides sefon la revendication 1, caracterises en ce qu'ils repondent k I'une quelconque des 
25 formulas suivantes : 



so 



(1) 


5' 


CAG 


TAG 


ATC 


CTA 


GAC 


TAG 


AGC 


CCT 


GGA 


A 


(2) 


5' 


GCA 


TCC 


AGG 


AAG 


TCA 


GCC 


TAG 


GAC 


TGC 


T 


(3) 


5' 


TTC 


CTG 


CCA 


TAG 


GAG 


ATG 


CCT 


AAG 


GCT 


T 


(4) 


5' 


TGA 


GGA 


GGT 


CTT 


CGT 


CGC 


TGT 


CTC 


CGC 


T 


(5) 


5' 


TGC 


CCA 


CAC 


TAA 


TGA 


TGT 


AAA 


ACA 


ATT 


A 



(6) 5 V AGG AGC AGA AAC TTT CTA TGT AGA TGG G 

(7) 5' ATT CAC TTT TAT CTG GTT GTG CTT GAA T 

(8) 5' ATT TCC TCC AAT TCC TTT GTG TGC TGG T 

(9) 5' ATA TCC ACA AGG ACC GGG GAC AGC CAG C 



(10) 


5' 


TGG 


AAG 


CAA 


CGG 


TGG 


AGA 


CAG 


ATA 


CTG 


G 


(11) 


5* 


TAG 


TCT 


GGT 


CAA 


GAG 


GCG 


AAT 


CAG 


CTG 


G 


(12) 


5' 


GAT 


GAG 


TTG 


GAG 


GGT 


CAG 


GAA 


GCT 


CCT 


G 


(13) 


5* 


TCA 


ATG 


ACA 


TCC 


AGA 


AGC 


TAG 


TGG 


GTG 


T 


(14) 


5' 


GAC 


ACT 


CAC 


AGA 


AGA 


AGT 


ACA 


GTG 


GAC 


A 


(15) 


5' 


ATA 


GGA 


TCC 


CCT 


ACC 


AGG 


TTA 


AAC 


GCT 


A 


(16) 


5' 


CTA 


TTG 


CAG 


GAT 


CCA 


TCT 


GTG 


TAG 


AAG 


G 


(17) 


5' 


GAT 


TTA 


AAC 


ACC 


ATG 


CTA 


AAC 


ACA 


GTG 


G 


(18) 


5* 


TCA 


ATG 


AGG 


AAG 


CTG 


CAG 


AAT 


GGG 


ATA 


G 


(19) 


5* 


TTT 


GTT 


CCT 


GAA 


GGG 


TAC 


TAG 


TAG 


TTC 


C 


(20) 


5' 


TTT 


GGT 


CCC 


TGT 


CTT 


ATG 


TCC 


AAA 


ATG 


C 
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3°) Reactif de diagnostic pour la detection cTau moins un ritrovirus de type HIV (HIV-1 et/ou HIV-2), ca- 
lacteris* en ce qu'il comprend au moins un oligonudeotide selon la revendication 1 ou la revendication 2, *ven- 
tuellement marqu6 de maniere appropriee. 

4°) Rdactif salon la revendication 3, caracttrisd en ce qu'il correspond a dea pairea d'amorces pour fa 
a synthase d'un fragment nud6ique d'HIV. 

5°) Rtectif aelon la revendication 4, caracterise en ce qu'H est notamment constforf par rune des pares 
d'amorces suivantes : 

. paire A : oligonucleotide (1) et digonudeotide (4), 
. paire B : oligonucleotide (5) et oligonucieotide (8), 
10 . paireC:oligonudeotkie(9)etoiigonude<)tide (12), 

. pake D : oligonucleotide (13) et oligonucleotide (16), 
. paire E : oligonudeotide (2) et oligonucleotide (3), 
. paire F : digonudeotide (6) et oligonudeotJde (7), 
. paire G : ollgonudtetide (10) et oligonudtetide (1 1) f 
16 . paire H: oligonudeotide (14) etdigonudeot^ (15), 

. paire I : oligonudeotide (17) et digonudeotide (20), 
. paire J : oligonudeotide (18) et oligonudeotide (19). 

6°) Reactif selon la revendication 3, caracterisS en ce qu'il correspond ft une sonde de detection ou de 

i£v6laUon d'un fragment nud6ique d'HIV et est marqu6 de maniere convenaWe. 
20 7°) Proc6d$ de detection d'un virus HIV par la detection de sa sequence d'acide nud6ique dans un *chan- 

ffllon bfologique, caracterisS en ce qu'H comprend, apre* une mise en solution appropriate de I'tehantillon bio- 

togique pourextraire I'adde nudeique : 

A. une etape dans laquelle on met en contad I'dchantllon bidogique avec au moins un rtoctif de diagnostic 
cholsi dans le groupe qui comprend les r*actffs selon I'une quelconque des revendications 3 4 6 et tout 
25 autre r^c^apte 6 s'hybnderavec la sequence A d6tecter.et 

B une etape dans laquelle on dttecte par tout moyen approprte le/les prodults resultant de I'interaction 
sequence nudeotidique d'HIV 6ventuellement presente-rtacBf de diagnostic. 

8°) Pnx*d6 selon la revendication 7, caracterise: en ce que le reactif de diagnostic del^tape A est choisi 
dans le groupe qui comprend les paires d'amorces dont au molns Fune d'entre etles est un oligonudeotide selon 
30 ja revendication 1 ou la revendication 2 et les paires d'amorces convenables & I'amplification de la sequence 
nudeotidique d'HIV. lequel procMA permet I'obtention du produit d'amplification de la sequence nudeotidique 
& detector. 

9°) Procede selon la revendication 8. caracterise en ce que les prodults ^amplification obtenus en A sont 
detectes par hybridation entre leadits prodults d'amplification etun reactif de diagnostic selon I'une qeulconque 
35 des revendications 3 a 6. marque de maniere approprie. 

10°) Procede selon la revendication 7. caracterlse en ce que le reactif de diagnostic del'etape A est une 
sonde de detection ou de revelation selon la revendication 3 ou la revendication 6. lequel procede permet I'ob- 
tention d'hybrides entre la sequence nudeotidique a detector et ladite sonde. _ 

1 1°) Procede selon la revendication 7, mettant en oeuvre une technique d'amplificatton genomique desdits 
40 virus au cours de retape A precKee. lequel procede comprend, apres la mlse en solution appropriee de I'echan- 
tillon bWoglque pourextraire racide nudeique. la detection de la sequence d'acide nudeique du HIV recherche 
a I'aide des etapes suivantes : 

(1) comme etape A, une etape cPenrlchlssement en sequenoe(s) cible(s) par : 

(a) mise en contact de I'echantillon bidogique mis en solution, avec au molns une paire d'amorces ap- 
45 propriees. pour amplifier au molns un fragment de ladite sequence d'acide nudeique dble, lesdites 

amorces s'hybridant a ladite sequence dble et permettant d'obtenlr une solution d'enrichlssement ; et 

(b) au molns une dilution appropriee de la sdution d'amplffi(ation d'enrichlssement obtenue en (a) ; 

(2) et une etape B de detection des sequences cibles amptifiees obtenues, par : 

(c) mise en contact d'une fraction de la sdution d'enrichlssement obtenue en (b) avec au molns une 
so paire d'amorces dont au moins I'une des sequences est induse dans la sequence dole amplifies en 

(a) ; et 

(d) detection des copies d'acide nudeique cibto doubtebrin ototomies en (c), par t^ 

lequel procede est caracterise en ce qu'on met en oeuvre. pour I'etape (a), au molns un oligonudeotide 
aelon la revendication 1 ou la revendication 2. apparie avec un digonudeotide cholsi dans le groupe qui 
«s comprend les oligonucleotides selon la revendication 1 et la revendication 2 et tout autre digonudeotide apte 
a s'hybrtder avec lesdites sequences cibles et pour retape (c), une paire d'oligonudeotldes (amorces) chosts 
dans le groupe qui comprend les reactifs adon I'une quelconque des revendications 34 5 dont . ta i **W*n<* 
est homdogue ou compiementalre de la sequence dble amplifiee en (a) et tout autre digonudeotide apte a 

11 
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s'hybrideravecles sequences cibles ototomies en (a). x( ^ x 

ir) Precede selon la revendication 11, caracterise an ce qua las paires tTamorces sont seiectionnees, 
de preference, parmi las paires sufvantes : 

. paire A : oligonucleotide (1) at oligonucleotide (4), 
5 . paire B : oligonucleotide (5) at oligonucleotide (8), 

. paire C : oligonucleotide (9) et oligonucleotide (12). 
- . paire D : oligonucleotide (13) et oligonucleotide (16), 
. paire E : oligonucleotide (2) et oligonucleotide (3), 
. paire F : oligonucleotide (6) et oligonucleotide (7), 
10 . paire G : oligonucleotide (10) et oligonucleotide (11), 

. paire H : oligonudeotide (14) et oligonucleotide (15), 
„ paire I : oligonucleotide (17) et oligonucleotide (20), 
. paire J : oligonucleotide (18) et oligonucleotide (19). 

13°) Prooede selon la revendication 11 ou la levendlcation 12, caracterise en ce que les paires d'amorces 
1$ del'etape (a) et les paires d'amcro^ 

vants : 

groups 1 : paire A - paire E 
groupe 2 : paire B - paire F 
groupe 3 : paire C - pairs G 
20 groupe 4 : paire D - paire H 

groupe 5 : paire I - paire J t 
14°) Proc6de selon Tune qeulconque des revendications 11 & 13, caracterise en ce que les paires d amor- 
ces de retape (c) sont des paires : amorce modifiee par un aystems de capture-amorce modifies parunsys- 

teme de detection. a ..^ 

25 15°) Kit de detection d'un virus HIV, caracterise en ce qu'H comprend outre les tampons et r6actrfs appro- 
pries * * Thybridation, A la detection, et eventuellement h ('amplification, au moins un r6actif seion Tune quei- 
conque des revendicalions 3 e 6. 
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